© a 



A 




Europaischos Patontam* 
Europoan Patont Office 
Office europ^fln des brovots 



(n) Vefoffendichungsnunrimer : 0 519 901 A2 



0 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



(21) Anmeldenummer : 92890145.3 



@ int. a. 5 : A61K 35/16, A61L 2/04 



(22) Anmetdelag : 16.06.92 



(30) Prioritat : 20.06.91 AT 1237/91 



@ Veroffentfichungstag der Anmeldung 
23.12.92 Patentblatt 92/52 



(Sa) Benannte Vertragsstaaten : 

AT BE CH DE DK ES FR GB IT U NL SE 



(71) Anmelder: IMMUNO Aktiengosellschaft 
Industriostrasso 67 
A-1221 WIen (AT) 



(72) Erfmder: Eibl, Johann, Dr. 
Gustav Tschermakgasse 2 
A- 1180 Wien (AT) 
Erfmder: Elsinger, Friedrich, Dr. 
Eduard Kleingassc 29 
A-1130 Wien (AT) 
Erfmder: Linnau, Yondra, Dr. 
Lavendelweg 24 
A- 1224 Wien (AT) 
Erfmder: Wober, Gunter, Prof. Dr. 
Carolusstrasse 23 
A-2522 Oberwaltersdorf (N6) (AT) 

(74) Vertreter: Wolfram, Gustav, DipMng. et al 
Patentanwalte Sonn, Pawloy, Weinztnger & 
Wolfram, Riemergasse 14 
A-1010 Wien (AT) 



(S) Virusinaktiviertes BlutprodukL 



(S7) Die Erfindung bettifft ein gegenuber infekti- 
osen Agentien inaktiviertes Blutprodukt, ausge- 
nommen Albumin, welches Blutprodukt einem 
Gesarnt-Vtrus-Reduktionsfaktor von minde- 
stens 40 entspricht, mit einet biologischen Akti- 
vitat von mindestens 50 %. bezogen auf die 
Aktivitat vor Durchfuhrung der Inaktivierung der 
infektiosen Agentien. Das erfindungsgema&e 
Blutprodukt kann aus herkornrnlichen Blutpro- 
dukten hergestellt werden und tst virussicher. 
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Die Erfindung betrifft ein virusinaktiviertes Blut- 
produkt. cin Verfahren zii seiner Herstellung. sowie 
ein Verfahren zur Bestimmung der Yirus-lnaktivie- 
- rungskapazilat von .einer Inakthrierungsbehandlung. 
Unter Blutprodukten werden Pcodu kte aus 
menschlichem oder tierischem Blut bzw. Plasma ver- 
standen. die zur therapeutischen. prophylaktischen 
oder diagnostischen Anwendung bestimmt sind. Sol- 
che Produkte konnen Enzyme. Proenzyme ein- 
schlie&lich Gerinnungsfaktoren. Enzymkofaktoren, 
Enzyminhibitoren. Immunglobuline. Albumin, 
Plasminogen. Fibrinogen, Fibronectin oder Plasma 
enihalten. 

Oie Verabreichung von Blutprodukten birgt ein In- 
fektionsrisiko aufgrund der im Spenderplasma even- 
tuel! vorhandenen infektiosen Agentien, wie Hepati- 
tis- oder AfDS-Viren. Auch wenn ausschlie&lich Plas- 
ma verarbeitet wird. welches auf Freiheit von diesen 
infektiosen Agentien getestet wurde. kann aufgrund 
derbegrenzten Sensitivitat derTestmethoden eine In- 
fektionsgefahr beim Patienten nicht ausgeschlossen 
werden. Bei der Herstellung von Blutprodukten ist 
man daher gezwungen. durch verschiedene Ma&nah- 
men eventuell vorhandene infektiose Agentien zu in- 
aktivieren. 

Es ist eineumfangreJche Uteratur vorhanden, die 
sich mit der Inaktivierung von Krankheitserregern in 
Blutprodukten befa&t 

Die verschiedenen Verfahren umfassen: 

- Erhitzen der Blutprodukte in wasseriger L6- 
sung, gegebenenfalls unter Zusatz viruzider Sub- 
stanzen. 

- Erhitzen der Blutprodukte in wasseriger Losung 
in Anwesenheit von Stabiiisatoren. 

- Behandeln der Blutprodukte mit organischen 
Losungsmitteln und/oder Detergentien, 

- Erhitzen der Blutprodukte in trockenem und in 
nassem Zustand. 

- Kombiniertes Behandeln der Blutprodukte mit 
einem organischen Losungsmittel/Detergens 
und Erhitzen der Blutprodukte in trockenem Zu- 
stand. 

Das Bestreben bei alien diesen Inaktivierungs- 
verfahren geht dahtn, die potentielle Infektivitat der 
Praparationen aufzuheben, ihre biologische Aktivitat 
aber weitgehend zu erhalten. Dieses Ziel konnte je- 
doch bisher nur bei Albuminpraparationen erreicht 
werden. ujw. durch Erhitzen von wasserigen Albu- 
minlosungen bei einer Temperatur von 60°C wahrend 
1 0 h. da Albumin wesentlich stabiler gegenuber Hitze- 
einwirkung ist ats alle anderen Blutproteine. 

Im einzelnen sind zum Stand der Technik bei- 
spielsweise die folgenden Literaturstellen anzufuh- 
rem 

Die DE-A-29 16 711 beschreibt ein Verfahren zur 
Behandlung von Gerinnungsfaktoren enthaltenden 
Praparationen in wasseriger Losung unter Anwen- 
dung einer Temperatur von 30 bis 100°C. wobei der 



Losung der Gerinnungsfaktoren cine Aminosaure und 
ein Mono-. Oligosaccharid oder Zuckeralkohol zuge- 
setzt werden. 

Die EP-A2-0 053 338 beschreibt ein Verfahren 

5 zur Inaktivierung von Hepatitisviren in Faktor IX und 
X enthaltenden Praparationen. wobei cine £rv/ar- 
mung der wasserigen Losung eines Blutpraparates in 
Gegenwartvon Calciumionen und gegebenenfalls ei- 
ner Aminosaure und/oder eines Saccharids oder 

w Zuckeralkohols bei Temperaluren von bis zu 100°C 
vorgenommen wird. 

In der EP-A2-0 035 204 wird ein Verfahren zur In- 
aktivierung von wasserigen Proteinlosungen, die 
Faktor VIII. Fibronectin. Globulin. Fibrinogen und an- 

J5 dere Proteine enthalten konnen. beschrieben, wobei 

die Kornposition mit einem Polyol gemtscht und die 

Mischung auf eine Temperatur von 60 bis 75°C erhitz: 
wird. 

In der EP-A2-0 052 827 ist ein Verfahren zur In- 
20 aktivierung von Hepatitisviren in einer wasserigen, 
die Faktoren II und VII enthaltenden Losung in Anwe- 
senheit eines Chelatbildners und gegebenenfalls ei- 
ner Aminosaure und/oder eines Saccharids oder 
Zuckeralkohols beschrieben. 
25 In der US-A-4.379,085 ist ein Verfahren zur Hit- 

zeinaktivierung eines Plasmaproteins. wie C,-lnhibi- 
tor oder Faktor IX, in wasseriger Losung in Gegen- 
v/art von Kalium- oder Ammoniumcitrat beschrieben. 
In der EP-A2-0 077 870 ist ein tnaktivierungsver- 
30 fahren beschrieben, bei weichem eine wasserige, 
Faktor VIU enthaltende Losung mit Aminosauren. Mo- 
nosacchariden. Oligosaccharide^ Zuckeralkohol en 
und Kohlenwasserstoff- oder Hydroxykohlenwasser- 
stoffcarbonsauren mit 3 bis 10 Kohlenstoffatomen auf 
35 eine Temperatur von 50 bis 80°C erhitzt wird. 

InderPCT-Anmeldung WO 83/04371 ist ein Ver- 
fahren zum Inaktivieren von Hepatitisviren beschrie- 
ben, wobei eine das Virus enthaltende Preparation 
bei einer Temperatur von 4 bis 40°C mit einem Halo- 
40 genkohlenwasserstoff, insbesondere Chloroform, 
behandelt wird. 

Die EP-B1-0 015 055 beschreibt ein Verfahren 
zur Behandlung eines Blutproduktes, wobei das Pro- 
dukt in wasserfreiem Zustand einer Mikrowellenbe- 

45 strahlung ausgesetzl wird, urn vorhandene Mikroor- 
ganismen zu inaktivieren. 

Rosenberg et al. beschreiben in einer Abhand- 
lung des XIL International Congress on Blood Trans- 
fusion. Abstracts. "MIR" Publishers. Moscow 1969, 

50 pp. 473-475 ein Verfahren zur Inaktivierung von albu- 
minhaltigen Praparationen und Fibrinogen in trocke- 
nem Zustand durch 10stundiges Erhitzen auf 60°C. 

Oie EP-A2-0 094 611 beschreibt ein Verfahren 
zur Behandlung einer Faktor VIII enthaltenden Konv 

55 position im trockenen, z.B. lyophilisierten. Zustand. 
unter Anwendung einer Temperatur von wenigstens 
60°C zwecks Inaktivierung von vorhandenen Hepati- 
tisviren. 



2 



Die veroffenllichtc PCT-Anmcldung WO 
82/03871 beschreibt ein Verfahren zur Behandlung 
von Blulgcrinnungsenzyme cnthaltenden Zubcrcitun- 
gcn. wobei diese zur Inaktivierung vorhandener in- 
fcklioser Vircn im trockenen Zustand erhitzt werden; 
als trockener Zustand wird ein solcher mit weniger als 
5 Gew.% (0.05) Wasser def iniert 

Es hat sich gezeigt, daR die Methode der Troc- 
kenerhitzung von lyophilisiertem Faktor VIII- 
Konzentrat wahrend 10 h bei 60°C zwar eine gewisse 
Virusinaktivierung bewirkt, dafi jedoch durch Verab- 
reichung der trockenerhitzten Produkte Hepatitis- 
und auch AIDS-Viren ubertragen werden (Eur. J. 
Epidemiol. 3, 103-118(1987)). Um den Wirkungsgrad 
der Trockener hitzung zu steigern wird in der PCT-An- 
meldung WO 88/08710 eine Folge von Hitzebehand- 
lungen vorgeschlagen. 

Ebenso werden in der EP-A-0 378 208 protein- 
haltige Kompositionen einer Behandlung mit Trialkyl- 
phosphat in Kombination mit einer Trockenhitze be- 
handlung unterworfen. 

Das Verfahren der EP-B - 0 159 311 sieht eine 
Behandlung von Blutprodukten im festen. nassen Zu- 
stand vor. Es wird ein Gehait an Wasser. Methanol 
oder Athanol von mehr als 0,05 (5 Gew.%) und weni- 
ger als 0.70 (70 Gew.%) eingestellt und in einem ge- 
schlossenen Behalter bei einer Tempera tur im Be- 
reich von 50 bis 121°C erhitzt. 

In der EP-B - 0 050 061 ist ein Verfahren be- 
schrieben. welches die Behandlung biologischer und 
pharmazeutischer Produkte mit 0,25 bis 10 Gew.% ei- 
nes nicht denaturierenden Amphiphils (Oetergens) 
umfa&L In der EP-B - 0 131 740 wird jedoch gezeigt, 
dafc die Behandlung mit einem Detergens alleine be- 
zuglich der Virusinaktivierung relativ unwirksam ist. 
Fur eine effektive Behandlung wird in dieser Uteratur 
ein Gemisch aus einem Detergens und einem Di- 
oder Trialkyiphosphat vorgeschlagen. Hierbei betrug 
die Konzentration des Detergens 1 % und des L6- 
stingsmittels 0.1 %. 

Eine kombinierte Behandlung mit einem organi- 
sation Losungsmittel/Detergens und mit Warme, wo- 
bei das Blutprodukt in trockenem Zustand erhitzt wird, 
ist ebenfalls in der Literatur beschrieben (American 
Journal of Hematology 35. 142 (1990)). 

Virusinaktivierungsverfahren werden heutzuta- 
ge als wtrksam bezeichnet, wenn nach Anwendung 
des Verfahrens an einer Blutprodukt-Probe. welche 
mit einer hohen Dosis eines Testvirus versetzt wurde 
(z.B. entsprechend einem maximal moglichen Titer 
von ca. 10 s in einer Gerinnungsfaktor-Praparation). 
keine Viren mehr in der Probe nachgewiesen werden 
konnen und der Virustiter somit unter die Nachweis- 
grenze reduziert wurde. 

Als Mad fur die Inaktivierung ist der sogenannte 
Rnduktionsfaktor bekannt. der nach einer einmaligen 
Zugabe von Testvirus aus dem dekadischen Logarith- 
mus des Quotienten von Anfangs- und End virustiter 
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crrcchnct wird. Aus der Richtlinie EC 111/01 15/89- EN 
der Kommission der Europaischen Gemcinschatten 
ist wcitcrs der sogenannte Gcsamt-Rcduktionsfaktor 
bekannt. Er wird aus der Summe der Reduktionsfak- 
5 torcn von einzclnen subsequentcn Inaktivierungs- 
ma&nahmcn bercchnet. 

In der modernen Medizin besteht die Notwendig 
keit. viele Blutprodukte Ober lange Zeit - in vielen Fal- 
len auch als Dauerbehandlung - in groGen Mengen. 

10 u.zw. auch zur Prophylaxe. zu verabreichen. Dies 
fuhrt zwangslaufig zu einer Kumulation infektioser 
Partikel und somit zu einem wesentlich erhohten In- 
fektionsrisiko. selbst bei Verabreichung von ber eits vi- 
rusinaktivierten Praparaten. 

is Reduktionsfaktoren mussen mit der sogenannien 

"worst case situation" fur eine Viruskontamination 
des gesamien Plasmapools verglichen werden. Aus 
der Zeitschrift fur Allgemeine Medizin 65, 4 29-4 33 
(1989) ist bekannt, da& trotz Verarbeitung von gete- 

20 stetem und fur HIV-negativ befundenem Plasma ein 
HIV-Gehalt von 10 s ID/ml (infektiose Einheiten pro 
Milliliter) in Plasmaderivaten mdglich ist. Unter e'er 
Annahme. daG> einem Patienten wahrend seines Le- 
bens insgesamt etwa 100 l eines Faktor VIII- 

25 Praparates verabreicht werden, muB daher ein Ver- 
fahren zur Virus-lnaktivierung von Plasmaderivaten 
eine Virustiterreduktion von mindestens 10 10 erlau- 
ben.um eine Infektion eines Patienten mit AIDS-Viren 
zu vermeiden. 

30 Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe, ein virussi- 

cheres Blutprodukt. ausgenommen Albumin, zur Ver- 
fugung zu stellen. von dem sowohl erwartet werden 
kann, daft die Obertragung von infektiosen Agentien 
selbst bei Verabreichung von grofien Mengen an Blut- 
35 produkt ausgeschlossen ist, und welches trotzdem 
noch eine hone biologische Aktivitat besitzt. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafc gelost 
durch ein gegenuber infektiosen Agentien Inakt'rvier- 
tes Blutprodukt, ausgenommen Albumin, welches 
40 Blutprodukt einem Gesamt-Vir us- Reduktions faktor 
von mindestens 40 entspricht, mit einer biologischen 
Aktivitat von mindestens 50 %, bezogen auf die Akti- 
vitat vor Ourchfuhrung der Inaktivierung der infektio- 
sen Agentien, erhaltiich durch eine Inaktivierung sbe- 
45 handlung, wobei 

a) das Blutprodukt in wasseriger Losung. die min- 
destens 2 %, vorzugsweise mindestens 5 %. De- 
tergens enthalt, behandelt und anschlie&end in 
festem Zustand erhitzt wird. oder 
so b) das Blutprodukt in festem Zustand erhitzt und 

anschlieBend in einer wasserigen Losung. die 
mindestens 2 %, vorzugsweise mindestens 5 %. 
Detergens enthalt, behandelt wird. 
Vorzugsweise besteht die Erfindung in einem ge- 
55 genuber infektiosen Agentien inaktivierten Blutpro- 
dukt, wobei das Blutprodukt in wasseriger Losung. die 
mehr als 10 % Detergens enthalt, behandelt und im 
festen Zustand erhitzt wird. 
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Eine anderc AusfChrungsform besteht in einem 
gegenuber infektioscn Agenticn inaklivierten Blutpro- 
dukt, ausgenommen Albumin, welches Blutprodukt 
"""einem Gesamt-Virus-Reduktionsfaktor von minde- 
stens 40 entsprichl. mil einer biologischen Aktivitat 
von inindestens 50 %. bezogen auf die Aktivitat vor 
Durchfuhrung der Inaktivierung der infektiosen Agen- 
tien. erhaltlich durch eine Inaktivierungsbehandlung. 
die zwei oder mehrere unterschtedUche Inaktivie- 
rung smet hod en umfaGt, wobei mindestens eine Me- 
thode aus einer Hitzebehandlung des Blutproduktes 
in festem und feuchtem Zustand mil einem Wasserge- 
halt von 0.05 bis 0.70 besteht Bei dieser Ausfuh- 
rungsform soil vorteilhaft mindestens eine Methode 
eine Behandlung mit einer wasserigen Detergenslo- 
sung sein. 

Oie biologische Aktivitat wird als enzymatische 
Aktivitat (z.B. von Blutgerinnungsenzymen und Co- 
Faktoren), als Aviditat (von Immunglobulinen) oder 
als antigene Aktivitat - eventuetl durch die Verwen- 
dung von Aktivitats- bzw. Antigenmarker - bestimmt. 

Oas erfindungsgerna&e Blutprodukt kann aus 
herkommlichen Blutprodukten hergestellt werden, in- 
dem die Inaktivierungsbehandlung wahrend einer 
Zeitdauer durchgefuhrt wird, welche ausreicht, um ei- 
nen Gesamt-Virus-keduktionsfaktor von mindestens 
40 zu erzielen. Diese Zeitdauer kann experirnenteli 
an einer Blutprodukt-Probe ermittelt werden, indem 
wahrend der Behandlung bestimmte Mengen Testvi- 
rus wiederholt zugesetzt werden, wobei jede Wieder- 
holung erst dann vorgenommen wird. wenn der Virus- 
titer auf einen bestimmten Wert, vorzugsweise unter 
die Nachweisgrenze, abgesunken isL Der Gesamt- 
Virus-Reduktionsfaktor ergibt sich aus der Summe 
der einzelnen Reduktionsfaktoren. 

Wenn also wahrend einer Behandlung zur Virus- 
inaktivierung Testvirus in ausgewahlten zeitlichen In- 
tervalten wiederholt einem biologischen Produkt zu- 
gegeben wird, konnen nach Bestimmung des An- 
fangs- tind Endvirustiters der dekadische Logarithm 
mus des Virustiter-Verhaltnisses mit der Anzahl der 
Intervalle multipliziert und die Reduktionsfaktoren zu 
einem Gesamt-Virus-Reduktionsfaktor addiert wer- 
den. Oiese Berechnung setzt voraus, daft die Virusti- 
terreduktion nach der letzten Testvirusgabe nicht grd- 
Ger als die vorhergehenden Titerreduktionen ist, was 
sich auch gezeigt hat. 

Als Test- Virus kann z.8. das AJDS-Wus oder das 
Sindbts-Virus (als Modelivirus fur Hepatitis- Viren) 
herangezogen werden. 

Oie Erf indung beruht auf der Erkenntnis, daR ei- 
ne Behandlung mit Tween oder Oetengens nach dem 
Stand der Technik, welche bei Detergens-Konzentra- 
tionen unter 10 % vorgenommen wird. zu keinem be- 
friedigenden Ergebnis fuhrt, wenn das Blutprodukt 
keiner weiteren Methode zur Virusinaktivierung un- 
terzogen wind. Dies kann auf einen Schutzeffekt von 
Proteinen fur Viren gegen inaktivierende Agentien. 



wie ctwa Oetergentien. zur uckgefuhrt werden. Dieser 
Schutzeffekt kann aber durch eine hohere Tween- 
bzw. Detergenskonzentralion beseitigt werden. ohne 
die biologische Aktivitat der Protein e wesentlich zu 
5 beeintrachtigen. Eine solche Vorgangsweise ermdg- 
licht es. auf den Zusatz weiterer Substanzen, wie z.B. 
Ldsungsmittel. deren toxische Wirkung bekannt ist. 
zu verzichten. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, wenn die Be- 

10 handiung mit Tween bzw. dem Detergens bei einer 
Konzentration von mehr als 10 % und weniger als 25 
%Masse, wahrend einer Zeitdauer zwischen 1 min 
und 30 min, insbesondere bei einem pH-Wert zwi- 
schen 5.5 und 8, bei Tempera turen zwischen 0°C und 

75 56°C, vorteilhafterweise zwischen 15°C und 37°C 
und gegebenenfalls bei einer elektrischen Leitfahig- 
keit von 7 bis 20 mS, durchgefuhrt wird. 

Ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung erf tn- 
dungsgema&er inaktivierter Bfutprodukte besteht 

20 darin, daR vor oder nach der Behandlung mit der was- 
serigen Detergenslosung das Blutprodukt mit hei&em 
Dampf behandelt wird, wobei das Blutprodukt in fe- 
stem Zustand auf einen Gehalt an Wasser, Methanol 
oder Athanol von mehr als 0,05 (5 %Masse) und we- 

25 niger als 0,70 (70 %Masse), vorzugsweise weniger 
als 0,40 (40 %Masse) eingestellt und in einem ge- 
schlossenen Behalter bei einer Temperatur im Be- 
reich von 50 bis 121°C behandelt wird, 

Die Erf indung betrifft auch ein Verfahren zur Be- 

30 stimmung der Wus-lnaktivierungskapazitat einer in- 
aktrvterungsbehandlung. welche mindestens eine In- 
aktivierungs methode umfafit, indem mittels eines 
Testvirus der Redukbbnsfaktor bestimmt wird, wel- 
ches dadurch gekennzeichnet ist, daB das Testvirus 

35 wiederholt wahrend der mindestens einen Inaktivie- 
rungsmethode zugegeben wird und die einzelnen Re- 
duktionsfaktoren der mindestens einen Inaktivie- 
rungsmethode gegebenenfalls mit den Reduktions- 
faktoren weiterer Inaktivierungsmethoden zu einem 

40 Gesamt-Virus-Reduktionsfaktor addiert werden. 

Durch die nachfoigenden Beispiele wird die Er- 
f indung noch naher erlauterL 

Beispiel 1 

45 

Aus Humanplasma wurde eine Kryoprazipitatio- 
sung enthaUend Gerinnungsfaktor VIII nach einem 
Verfahren, beschrieben in der AT-B 391 808, herge- 
stellt Die Losung wurde auf 8 % Tween 80 eingestellt 

so und mit einer HIV-1 Virussuspenston 7 ma! in 2 min 
IntervaJlen versetzt. Nach einer Gesamtinkubations- 
dauer von 14 min bei 25°C wurde das Virus zentrifu- 
giert und der Titer bestimmt. Der Kontrollwert des An- 
satzes ohne Tween-Zusatz betrug 10 5 * 1 . Der Virusti- 

55 ter nach der Tween -Behandlung Jag unter der Nach- 
weisgrenze von und konnte aufgrund des nega- 
tiven Tests der Reversen Transkriptase mit 0 bezif fert 
werden. Das ergibt einen Virus-Reduktionsfaktor von 



7 



EP 0 519 901 A2 



0 



7x5.1 = 35.7. 

Die von Tween befreitc Losung wurde wiedcr mil 
HIV-1 Virussuspension versetzt, lyophflisiert und 
nach dem Verfahren dcr EP-A-0 159 311 mit einem 
Wassergehalt von 8 % 10 h bei 60°C erhitzL Der Vi- 5 
rustiter wurde von 10 6 - 2 auf 0 herabgesetzt. 

Beidc Inaktivierungsstufen crgaben somit einen 
Gesamt-Virus-Reduktionsfaktor von 41.9. Somit ist 
nachgewiesen. daG eine Faktor Vlll-Praparalion, wel- 
che unter den oben angegebenen Bedingungen der 10 
Oetergens- und der Hitzebehandlung unterzogen 
wird, einem Gesamt-Virus-Reduktionsfaktor von 4 1 ,9 
entspricht und als virussicher anzusehen ist. 

Die Bestimmung der Restaktivitat von Faktor VIII 
erfolgte mit Hilfe des Thromboplastin-Bildungstest (2- 15 
Stufen-Test). 

Die Faktor Vlll-Restaktivitat wurde berechnet 
durch Bildung des Quotienten aus der Faktor VIII- 
Aktivitat der erhitzten Probe und der Faktor VIII- 
Aktivitat des Ausgangsmaterials vor der Tween- 20 
Behandlung und betrug 80 %. 

Beispiel 2 

Eine die Gerinnungsfaktoren II. IX und X enthal- 25 
tende Preparation (Partieller Prothrombinkomplex. 
PPK) wurde nach der in Vox. Sang. 33. 37-50 (1977) 
beschriebenen Methode aus menschlichem Plasma 
durch Adsorption an DEAE-Sephadex, Waschen des 
lonenaustauschers und Elution des Komplexes ge- 30 
wonnen. 

Der PPK wurde in einer 22 % Tween bO-haltigen 
Losung mit HIV-1 Virus verse tzt und bei 25°C inku- 
biert Die Virussuspension wurde 15 mal in 20 s In- 
tervallen zugegeben. Der Virustiter der Kontrolle oh- 35 
ne Tween-Zusatz belief sich auf 10 5 * 7 . Der Endvirus- 
titer lag nach der Tween-Behandlung unter der Nach- 
weisgrenze von 10 0 - 5 . Daraus errechnet sich ein Ge- 
samt-Virus-Reduktionsfaktor yon mindestens 15 x 
5.2 = 78. Eine PPK-Praparation. welch e der obigen 40 
Tween-Behandlung unterzogen wird. entspricht so- 
mit einem Gesamt-Virus-ReduktionsfaWor von 78 
und ist als vlnjssicher anzusehen. 

Die Aktivitat der Gerinnungsfaktoren wurde am 
Beispiel des Faktor IX fiber den Zusatz der zu testen- 45 
den Probe zu einem Faktor IX-Mangelplasma und Be- 
stimmung der aktivierten partiellen Thromboplastin- 
zeit (1 -Stufen-Test) bestimmt und wurde durch die 
Behandlung mit Tween kaum beeinfluGL Das Verhatt- 
nis der Aktivitat der behandelten Probe zur Aktivitat so 
des Faktor IX tm unbehandelten PPK lag annahernd 
bei 100 %. 

Beispiel 3 

55 

Eine in Beispiel 2 beschriebcne PPK-Praparation 
wurde mit 12 % Dimemyloctylamin-N-oxid tn Gegen- 
wart von Modellvtren (Sindbis bzw. Vesikulares Sto- 



matitis Virus=VSV) bei 25°C inkubierL Dcr Zusatz 
von Virussuspension erfolgte 10malin5min Inter val- 
len. Nach der Behandlung mit Detergens lag der Vi- 
rustiter jeweils unter der Nachweisgrenze von 10'**. 
Die Kontrollwerte ohne Oetergenszusatz lagen bei 
10*- 4 bzw. 10 s - 1 . Daraus errechnet sich ein Gesaml- 
Virus-Redukttonsfaktor von mindestens 10x4.9 = 49 
bzw. 10 x 4.6 = 46. 

Die biologische Aktivitat wurde durch die Deter- 
gensbehandlung kaum beeinlrachtigt und betrug an- 
nahernd 100 %. 

Beispiel 4 

Plasma wurde nach Conn fraktioniert, und die 
COHN l-Fraklion enthaltend Fibrinogen mit Modellvi- 
ren (Sindbis bzv/. VSV) versetzt. Nach der Lyophilisa- 
tion wurde das Konzentrat mit einem Wassergehalt 
von 8 % nach dem Verfahren der EP-A-0 159 311 10 
h bei 60°C und anschlie&end 3 h bei 80°C erhitzi. Oer 
Virustiter wurde von 10 5S bzw. 10 6 durch die Lyophn 
lisation au? 10~- 5 bzv/. 10 5 - 5 und weiters durch die Be- 
handlung bei 60 C C auf unter die Nachweisgrenze von 

10 0 - 5 gesenkt. 

Die I naktrvierungskapazitat der zweiten Behand- 

lungsstufe bei 80°C wurde tm Parallelansatz be- 
stimmt; Durch die Lyophilisation wurde der Virustiter 
wieder von 10 s - s bzw. 10 60 auf 10*- 9 bzw. 10 5 - 5 redu- 
ziert, und in weiterer Folge durch die Behandlung bei 
80°C unter die Nachweisgrenze. 

Der Reduktionsfaktor errechnet sich aus der 
zweimaligen Reduktion um 5 bzw. 5.5 Log-Stufen mn 
nus 0,6 bzw. 0.5 Log-Stufen. da die Fibrinogen-Pra- 
paration wahrend des zweistuf igen Behandlungsver- 
fahrens nur einer einzigen Lyophilisation unter worfen 
wurde. Der Reduktionsfaktor betrug also 9,4 bzw. 
10,5. 

Das Pulver wurde anschlie&end in einem 5 % 
Octylglucosid-haltigen Medium gelostund in Interval- 
len von 5 min 9 mal mit Sindbis bzw. VSV versetzt. 
Nach der I nkubation (insgesamt 45 min bei 25°C) wur- 
de der Virustiter bestimmt Die Behandlung mit Deter- 
gens reduzierte den Virustiter auf einen Wert unter 
der Nachweisgrenze von 1 0 05 . Der KontroHwert eines 
Ansatzes ohne Detergenszugabe betrug 10 6 * 9 bzw 
1 0 6 0 . Daraus errechnet sich ein Virus-Reduktionsfak- 
tor von mindestens 57.6 bzw. 49,5. Der Gesamt-W- 
rus-Reduktioosfaktor betrug somit mindestens 67.0 
bzw. 60.0. Eine Fibrinogen- Preparation, welche unter 
den oben angegebenen Bedingungen der Hitze- und 
Detergensbehandlung unterzogen wird. entspricht ei- 
nem Gesamt-Virus-Reduktionsfaktor von minde- 
stens 60,0 und ist als virussicher anzusehen. 

Die biologische Aktivitat des Fibrinogens wurde in 
dem mit 8 % Athylatkohol gefallten Niederschlag aus 
der Octylglucosid-haltigen Fraktion mit einem Vernet- 
zungstest der Fibrin-a-Ketten (T. Seelich, H.Redl 
"Theoretische Grundlagen des FibrinkJebers" in K. 
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Schimpf "Fibrinogen. Fibrin und Fibrinklebcr". F.K. 
Schattauer Verlag. Stuttgart-New York. 199-208, 
1900) und miltels Thrombelastographie (H. Hartert in 
"Thrombosis and Bleeding Disorders". (N.U. Bang et 
aK. eds.) Georg Thieme Verlag Stuttgart. Acad. Press 
New York London. 70-76, 1971} jeweils mil Zusatz 
von Gerinnungsfaktor XIII, bestimmt. 

Die biologische Aktivitat des behandelten Fibrino- 
gens, bezogen auf die biologische Aktivitat der COHN 
l-Fraktion, betrug 87 % gemessen an der Vernetzung 
und 56 % gemessen im Thrombelastogramm. 

Beispiel 5 

Selektiertes Plasma wurde nach Conn fraktio- 
nierL Die COHN W-Fraktion. enthaltend anti-Tetanus- 
Toxoid- Gamma-Globulin wurde in Gegenwart von 15 
% Triton X-100 mit H1V-1 bzw. Sindbis-Virus versetzt 
und bei 25°C inkubiert. Die Viruszugabe erfolgte 30 
ma! in Minutenabstanden. Nach der Inkubationzeit 
von insgesamt 30 min lag der Virustiter unter der 
Nachweisgrenze von 10 ?s bzw. 10 1 - 5 . Der Kontroli- 
wert des Ansatzes ohne Detergenszugabe belief sich 
auf 10 s - 7 bzw. 10 7 - 5 . Daraus errechnet sich ein Ge- 
samt-Virus-Reduktionsfaktor von mindestens 30 x 
3,2 = 96 bzw. 30 x 6 = 180. Eine Gamma-Globulin- 
Praparation, welche der obigen Detergensbehand- 
lung unterzogen wird. entspricht einem Gesamt-Vi- 
rus-Reduktionsfaktor von mindestens 96 und ist als 
vjrussicher anzusehen. 

Die biologische Aktivitat wurde mit einem 
Avid itats -Test bestimmt. Dazu wurde Tetanus -Toxoid 
auf einer Mikrotiterplatte adsorbiert mit Gelatine ab- 
gedeckt und gewaschen. Anschlie&end wurde das zu 
testende Gamma-Globulin in mehreren VerdGnnun- 
gen auf die prapanerte Mikrotiterplatte aufgetragen 
und nicht adsorbiertes Immunglobulin weggewa- 
schen. Das an das Tetanus-Toxoid gebundene Gam- 
ma-Globulin wurde durch Adsorption eines anti hu- 
man- IgG-Peroxidase Konjugats an den Fc-Teil des 
Immunglobulins und weiters durch die Farbreaktion 
der Peroxidase mit Diaminobenzidin und H 2 0 2 und 
anschlieRende Extinktionsmessung bestimmt. 

Die Aviditat des Gamma-Globulins fur das Teta- 
nus-Toxoid wurde durch die Behandlung mit Deter- 
gens kaum beeinfluGL Es wurden keine signif ikanten 
Aviditats-Unterschiede vor und nach der Behandlung 
beobachtet. 

Beispiel 6 

0,95 ml einer Losung enthaltend C,-Esterase-ln- 
hibitor (hergestellt nach Vogelaar E F et a! (1973) Vox 
Sang. 26. 118-127 "Contributions to the Optimal Use 
of Human Blood") wurden mit 20 mg Triton X- 1 00 ver- 
setzt und bei 25°C inkubiert Zur Bestimmung der Vi- 
rusinaktivierungskapazitat wurde VSV- Virus (10 
wiederholt im Abstand von 5 min zugesetzt. Nch 5- 



maligem Viruszusatz lag der Virustiter unter der 
Nachweisgrenze von 10 0 - 5 . Der Kontrollwert des An- 
satzes ohne Detergenszugabe belief sich auf 10 7 - 5 . 
Daraus errechnet sich ein Virus-Reduktionsfaktor 

5 von mindestens 5x7 = 35. 

Oer C t -Eslerase-lnhibitor wurde an DEAE-Se- 
phadex adsorbiert und mit 8.89 g/l NaCl-Losung so- 
l3nge gewaschen. bis erfrei von Detergens war. Nach 
Desorption des Inhibitors mit 59 g/I NaCl-Losung wur- 
10 de gegen einen Puffer enthaltend 1,0 g/l Natriumcitrat 
und 0.4 g/l NaCI (pH 6.8) dialysiert Dieser Losung 
wurde erneut VSV- Virus zugesetzl. bevor sie lyophi- 
lisiert wurde. Das Praparat wurde 24 h lang bei 72°C 
trocken erhitzt Wahrend der Lyophiftsierung und an- 
ts schlieBenden Hitze be hand lung wurde der Virustiter 
von 10 7 - 2 auf unter die Nachweisgrenze von 10 0 - 5 re- 
duziert. Der Virus-Reduktionsfaktor betrug demnach 
mindestens 6,7. 

Aus den Wus-Reduktionsfaktoren der Deter- 
20 gens- und der Hitzebehandlung errechnet sich ein 
Gesamt-Virus-Reduktionsfaktor von mindestens 
4 1,7. Die biologische Aktivitat des Inhibitors wurde 
durch die Inaktivierung der VSV-Viren kaum beein- 
irachtigt und betrug annahernd 100 %. 

25 

Patentanspruche 

1. Gegenuber infektiosen Agentien inaktiviertes 
30 8lutprodukt, ausgenommen Albumin, welches 

Blutprodukt einem Gesamt-Virus-Reduktionsfak- 
tor von mindestens 40 entspricht. mit einer biolo- 
gischen Aktivitat von mindestens 50 %. bezogen 
auf die Aktivitat vor Durchfuhrung der Inaktivie- 
35 rung der infektiosen Agentien, erhaltlich durch ei- 

ne Inaktivierungsbehandlung, wobei 

a) das Blutprodukt in wasseriger Losung. die 
mindestens 2 %. vorzugsweise mindestens 5 
%,Detergens enthalt, behandelt und anschlte- 

40 Gend in festem Zustand erhitzt wird. oder 

b) das Blutprodukt in festem Zustand erhitzt 
und anschlieRend in einer wasserigen Lo- 
sung. die mindestens 2 %. vorzugsweise min- 
destens 5 %, Detergens enthalt. behandelt 

45 wird. 

2. Gegenuber infektiosen Agentien inaktiviertes 
Blutprodukt nach Anspruch 1 . wobei das Blutpro- 
dukt in wasseriger Losung, die mehrals 10 % De- 

so tergens enthalt, behandelt und im festen Zustand 

erhitzt wird. 

3. Gegenuber infektiosen Agentien inaktiviertes 
Blutprodukt, ausgenommen Albumin, welches 

55 Blutprodukt einem Gesamt-Virus-Reduktionsfak- 

tor von mindestens 40 entspricht. mit einer biolo- 
gischen Aktivitat von mindestens 50 %, bezogen 
auf die Aktivitat vor Ourchfuhrung der Inaktivie- 
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rung dcr infektiosen Agcnticn. erhaltlich durch ci- 
ne Inaktivierungsbehandking. die zweioder mcfi- 
rcrc onterschiedliche Inaklivierungsmettioden 
umfaBt. wobei mindestcns cine Methode aus ci- 
ner Hitzebehandlung des Blutproduktes in festem 
und feuchlem Zustand mil einem Wassergehalt 
von 0.05 bis 0.70 beslehl. 

Gegenuber infektiosen Agenlien inaktiviertes 
Blutprodukt nach Ansptuch 3. wobei als minde- 
stens eine Methode das Blutprodukl mit einer 
wasserigen Detergenslosung behandelt wird. 

Verfahren zur Herstellung eines Blutproduktes 
nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet. daQ. das Blutprodukt mit hei&em 
Darnpf behandelt wird, wobei das Blutprodukt in 
festem Zustand auf einen Gehalt an Wasser. Me- 
thanol oder Athanol von mehrals 0.05 (5 %Mas- 
se) und weniger als 0.70 (70 %Masse), vorzugs- 
weise weniger als 0.40 (40 %Masse) eingestellt 
und in einem geschlossenen Behalter bei einer 
Tempera tur irn Bereich von 50 bis 121°C behan- 
delt wird. 

Verfahren zur Bestimmung der Virus-lnaktivie- 
rungskapazitat einer Inakth/ierungsbehandlung, 
welche m/ndestens eine Inaktivierungsmethode 
umfa&t, indem mittels eines Testvirus der Reduk- 
tionsfaktor bestimmt wird. dadurch gekennzeich- 
oet, dad das Testvirus wiederholt wahrend der 
mindestens einen Inaktivierungsmethode zuge- 
qeben wird und die einzelnen Reduktionsfaktoren 
ler mindestens einen Inaktivierungsmethode ge- 
qebcnenfalls mit den Reduktionsfaktoren weite- 
rer Jnaktivierungsmethoden zu einem Gesamt- 
Virus-RedukUonsfaktor addiert werden_ 
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